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  【摘要】 目的 探讨雷帕霉素及其衍生物依维莫司、地磷莫司、佐他莫司对胰岛的毒性作用。 
方法 采用小鼠胰岛素瘤细胞（MIN6）作为体外研究胰岛细胞的对象，分别在含有依维莫司、地磷莫司、
佐他莫司的培养基中孵育 MIN6 细胞 48 小时，通过 Brdu 检测细胞增殖、CCK8 检测细胞活力、PI 检测细胞
周期、流式细胞术检测细胞凋亡以及 ELISA 检测细胞分泌胰岛素功能，观察 3 种雷帕霉素衍生物对 MIN6
细胞的影响。结果 我们发现 3 种雷帕霉素衍生物均会对 MIN6 细胞的增殖和活力产生抑制作用。在细胞
周期和凋亡实验中，与阴性对照组比较，3 种衍生物对 MIN6 细胞的影响呈现抑制 G1 期向 S 期转变的趋势
和促进细胞凋亡的趋势，但差异没有统计学意义。另外，3 种衍生物与雷帕霉素一样，均可减少 MIN6 细胞
分泌胰岛素，差异具有统计学意义。结论 雷帕霉素及其衍生物依维莫司、地磷莫司、佐他莫司均对胰岛
产生一定毒性。
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  【Abstract】 Objective To investigate the toxic effects of rapamycin and its derivatives, everolimus, cefotiam, 
zotarolimus on islets. Methods Experiments were performed on mouse insulinoma cells （MIN6） cells. MIN6 cells 
were cultured in a medium containing everolimus, diphospholimus, and zotarolimus for 48 hours, and cell proliferation 
was detected by Brdu. Cell viability was detected by CCK8, cell cycle was detected by PI, cell apoptosis was detected 
by flow cytometry, and insulin secretion by cells was detected by ELISA. The effects of three rapamycin derivatives on 
MIN6 cells were observed. Results We found that rapamycin derivatives impaired cell proliferation and viability. 
In the cell cycle and apoptosis experiments, the effect of three derivatives on MIN6 cells compared with the negative 
control, showed the trend of inhibited G1 phase to S phase transition and promoted apoptosis，but the difference had 
not statistically significant. So did Apotosis experiment. Morever，rapamycin derivatives treatment of MIN6 cells 
resulted in a loss of cell insulin secretion，the difference had statistically significant. Conclusion This report 
provides evidence that rapamycin derivatives ， as the same as the rapamycin ，had toxicity to islets.
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  免疫抑制剂的开发与运用一直推动着器官






























1.1 实验细胞 ：小鼠胰岛素瘤细胞（MIN6 细胞）
培养在 DMEM 高糖培养基，含 10% 胎牛血清、









1.3 免疫抑制剂的配制 ：雷帕霉素配制需称取 
1 mg 雷帕霉素，用 99.9% 无水乙醇配制成浓度为
1 mg/ml 的储存液，0.22 μm 的过滤器过滤，保存




100 μg/L 为研究浓度，环孢素 A 浓度为 10 mg/L 作
为阳性对照。
1.5 检测细胞的增殖能力：MIN6 细胞接种至 96 孔 
平底培养板内，待细胞贴壁后，饥饿 24 小时 ；
之后分组刺激细胞，按照雷帕霉素、衍生物以
及环孢素 A 的浓度，各组设置 3 个副孔，培养 
48 小时。按 5- 溴脱氧尿嘧啶核苷法（5-bromo-2-
deoxyuridine， BrdU）提供的说明书进行实验操作。
1.6 检测细胞活力：细胞准备同前。检测前加入
10% CCK8（即每孔加入10 μl CCK8，90 μl 完全培养
基），继续放入5% CO2 培养箱续培养1 ~ 4小时，注
意观察培养基的颜色，若各组间颜色差异明显则可
准备上机检测。在450 nm 波长处测定吸光度（A）值。
1.7 PI 检测细胞周期 ：准备细胞后，雷帕霉素及
其衍生物（100 μg/L）刺激细胞 48 小时，PI 染色，
过滤，上机检测（Partec 流式细胞仪）。
1.8 Annexin V/PI 双染法检测 MIN6 细胞的凋亡 ： 
雷帕霉素及其衍生物（100 μg/L）和三氧化二砷 




处理培养 48 小时，磷酸缓冲盐溶液（phosphate 
buffer saline，PBS） 清洗细胞，KRBH液平衡30分钟，
再换用含葡萄糖浓度为 2.8 mmol/L 和 16.7 mmol/L
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的 KRBH 液 500 μl，37℃孵育 1 小时，分别作为
基础胰岛素分泌（basic insulin secretion，BIS）和





用 Bonferroni 校正。各组间数据比较采用 t 检验。
P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。所有统计学分析
均出自 GraphPad Prism® 5 软件计算结果。
2 结 果
2.1 雷帕霉素衍生物抑制 MIN6 细胞增殖（图 1）：




图 2 雷帕霉素及衍生物对 MIN6 细胞活力的影响
图 1 雷帕霉素及衍生物对 MIN6 细胞增殖的影响
注：Eth 为无水乙醇，CsA为环孢素 A，Rapa 为雷帕霉素，
Eve 为依维莫司，Def 为地磷莫司，Zot 为佐他莫司；与 Eth
相比 aP ＜ 0.05，bP ＜ 0.01，cP ＜ 0.001
图 3 雷帕霉素及衍生物对 MIN6 细胞周期的影响
注：Eth 为无水乙醇，CsA为环孢素 A，Rapa 为雷帕霉素，
Eve 为依维莫司，Def 为地磷莫司，Zot 为佐他莫司；与 Eth
相比 aP ＜ 0.001
注：Eth 为无水乙醇，Rapa 为雷帕霉素，Eve 为依维莫司，
Def 为地磷莫司，Zot 为佐他莫司
???????? ???????? ??? ??? ???? ??? ??? ???? ? ? ? ?
?????? ???????????? ??? ??? ???? ??? ??? ???? ? ? ? ?






2.3 雷帕霉素衍生物在 MIN6 细胞周期中的研究
（图 3）：结果发现，衍生物与溶剂无水乙醇相比，
都有增加 G1 期的比例和减少 S 期比例的趋势，但
差异并无统计学意义。这种趋势也与上述增殖实验
和细胞活力实验中的结果得到相互印证。雷帕霉素




5 μm/L）。通过上述实验，我们发现 3 种衍生物均
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图 4 雷帕霉素及衍生物对 MIN6 细胞凋亡的影响
图 5 雷帕霉素及其衍生物抑制 MIN6 细胞分泌胰岛素
注：Eth 为无水乙醇，Rapa 为雷帕霉素，Eve 为
依维莫司，Def 为地磷莫司，Zot 为佐他莫司，
As2O3 为三氧化二砷；与 Eth 相比
aP ＜ 0.05
注：Eth 为无水乙醇，Rapa 为雷帕霉素，Eve 为依维莫司，
Def 为地磷莫司，Zot 为佐他莫司，与 Eth 相比 aP ＜ 0.001








































  依维莫司、地磷莫司、佐他莫司这 3 种衍生
物均对胰岛具有毒性。雷帕霉素衍生物对胰岛产
生毒性的作用机制和它们是否可以替代雷帕霉素
??????? ??????? ??? ???? ??? ??? ??? ??????
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在 Edmonton 方案中的角色有待进一步研究。
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